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INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca infecciosa causada por um protozoario que possui duas
formas em seu ciclo biolégico, a amastigota encontrada nas células do hospedeiro e a
promastigota que habita 0 hospedeiro invertebrado (REY, 2008). Na Leishmania mexicana as
cisteino proteases sdo mais expressas na forma amastigota de mamiferos do que na forma
promastigota do vetor tornando-as alvos no desenvolvimento de drogas anti-leishmanias
(MOTTRAN, 1997). Os calcogénios sdo compostos que contém selénio em sua estrutura e foi
avaliado como um agente anti-Alzheimer (OLIVEIRA et al., 2017). O anel quinolinico esta
presente em diversos produtos naturais como os alcaloides. A quinolina destaca-se por suas
atividades biologicas como: neuroprotecdo, antineoplasica, antipsicéticos e de grande
importancia para este trabalho, anti-tripanossomatideo (OLIVEIRA et al., 2017).

OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi a caracterizacdo de calcogenoquinolinas com potencial
atividade inibitéria sobre as cisteino proteases de tripanossomatideos (rCPB2.8, rCPB3 e
rH84Y) envolvidas como fatores da leishmaniose mexicana.

METODOLOGIA

Realizou-se a triagem em duas concentracdes, 10uM e 100uM, de 25
calcogenoquinolinas. Para triagem realizou-se os ensaios enziméticos em tampao acetato de
sédio 100mM, acrescido de glicerol 20%, triton X-100 0,04%, DTT 5mM, pH 5,5 com pré-
ativagdo por 5 min a 37°C. A atividade das enzimas foi seguida nos AEx=360nm e AEm=480nm
em espectrofluorimetro Hitachi-F2700, cubeta de quartzo (1mL) utilizando como substrato Z-
FR-MCA. Na determinagdo do potencial inibitdrio utilizou-se concentragdes crescentes dos
compostos e 0 ICso determinado por regressao nao-linear utilizando o programa Grafit 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A triagem de atividade dos compostos sobre as cisteino proteases de L. mexicana
mostraram que varios compostos apresentaram comportamento de ativacdo enzimatica
(FIGURA 1). Contudo esse comportamento de ativacdo nao se repetia para todas as enzimas.
Isso denota que as modificagBes estruturais entre as diferentes isoformas interferiram nos
processos.
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Figura 1 — Triagem inibitéria dos compostos calcogenoquinolinicos sobre as proteases.
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Experimento conduzido em duas concentragbes (10uM e 100uM). Valores de
velocidade em UAF/min foram convertidos em porcentagem de atividade tendo como
referéncia a velocidade inicial na auséncia de composto assumida como 100% de atividade.
A) enzima rCPB2.8. B) enzima rH84Y. C) enzima rCPB3. Para a enzima rCPB2.8, FIGURA
1A, os compostos efetivos na inibicdo foram os 15 e 18 nas concentracdes de 100 uM, e
destacaram-se os 23 e 25 em 10 pM. Entretanto, os compostos 13 e 14 comportaram-se como
ativadores enzimaticos. Para a rH84Y, FIGURA 1B, selecionou-se os compostos 7, 8, 15, 18
e 23. Novamente o composto 14 atuou como ativador, em sua estrutura ha substituicdo do
selénio pelo teldrio, o que pode ter promovido o aumento da catalise. Muitos compostos
atuaram como ativadores enzimaticos da rCPB3.0 (FIGURA 1C), principalmente o 14, e 0s
compostos que atuaram como inibidores foram os 7, 15, 18 e 23. Selecionado 0s compostos
com melhor desempenho, determinou-se o potencial inibitdrio para as trés enzimas, TABELA
1.

Tabela 1 — Determinacédo do potencial inibitério dos compostos selecionados

COMPOSTO oo (W)
rCPB2.8 rH84Yy rCPB3
7 -- 7,3+0,3 6,3+0,8
8 -- 8,4+0,8 --
15 3,6+0,8 12,4+0,2 58+0,3
18 129+0,3 20,4 +0,8 7,4+0,6
23 54,0+1,6 25,3+0,5 57,5+25
25 31,0+0,9 -- --
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Os compostos 15, 18 e 23 foram capazes de inibir as trés enzimas, no entanto, cada
molécula comportou-se de maneira diferente, como o composto 15 que apresenta bom
desempenho e maior efeito inibitério sobre a rCPB2.8 e rCPB3.0. Dessa forma, as
substituicdes dos aminoéacidos nas posicGes Asn®, Asp®! e Asp® Tyr®* foram suficientes para
interferir na interacéo entre enzima e composto, de forma que o mesmo inibidor se comporte
de diferente para cada enzima (JUDICE et al, 2005).

CONCLUSAO

Pode-se concluir que as calcogenoquinolinas mostraram potencial para o
desenvolvimento de novos farmacos a partir de sua estrutura primordial, uma vez que
apresentaram capacidade de inibicao das cisteino proteases de Leishmania mexicana, além
disso, outros estudos mostraram que esses compostos apresentam baixa toxicidade, diferente
dos medicamentos utilizados atualmente. Dentre os compostos testados destacaram-se o 15,
18 e 23, por atuarem como inibidores das trés enzimas. No entanto, foi observado variagéo
na afinidade. Dessa forma, a alteragdo na sequéncia de aminoacidos foi suficiente para
modificar a interacao entre enzima/inibidor. Para melhor compreensao entre as interacdes €
necesséario a determinacdo do mecanismo de inibigdo, definir os valores da constante de
afinidade, Ki. Prosseguindo com modelagem molecular para compreender os sitios de
interagdo entre enzima e composto.
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